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NOVELTY - A process for producing neuronal or glial 
progenitor, cells, 

comprising: (a) culturing embryonic stem cells to form 
embryoid bodies; (b) 

culturing the embryoid bodies to form neural progenitor 
cells; (c) 

proliferating the neural progenitor cells in a serum- free 
medium containing 

growth factor (s) ; (d) further proliferating the neural 
progenitor cells in a 

serum-free medium containing growth factor (s) and isolating 
the neural 

progenitor cells; and (e) further proliferating the neural 
progenitor cells in 

a serum- free medium containing growth factor (s) and 
isolating .the neural 
progenitor cells. 

INDEPENDENT CLAIMS are included for the following: (1) a 
process for producing 

glial progenitor cells, comprising: (a) culturing embryonic 
stem cells to form 

embryoid bodies; (b) culturing the embryoid bodies to form 
neural progenitor 

cells; (c) proliferating the neural progenitor cells in a 
serum- free medium 

containing growth f actor (s); (d) further proliferating the 
neural progenitor 

cells in a serum-free medium containing growth factor (s) 
form spheroids with 

neuronal and glial differentiation potential; and (e) 
proliferating the 

spheroids in a serum- free medium containing growth 
factor (s) until a lawn of 

glial progenitor cells is formed, and isolating the cells; 
(2) neuronal or 

glial progenitor cells that are produced as above and 
include no more than 15% 

of primitive embryonic cells and non-neural cells; and (3) 
a cell library 

comprising autologous and nonautologous cells as above. 

USE - The process is useful for therapy of neural defects, 
for reconstitution 

of neuronal cells or remyelinisation of demyelinated nerve 
cells, for 

cell -mediated gene transfer in the nervous system and for 
production of 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft isolierte und gereinigte neurale VoriauferzeUen, Verfahren zu ihrer Herstellung aus einbryona- 
J?JSS S uobegrenzter Menge, die^rwendung der neurakn \**lauferzellen zur Tberapie von neurakn De- 

zahbticher neurologischer Ertaankungen dan Id -nerversuchen wurden bereits zablrache ZeUpopulaboiieD in Getan 
u^otenSTSannen (Bjorklund, aus: Molecular and Ctilular ApP--^to tbe ^aUnent <* 

Waven Press New York 1993- Brustle & McKay, Curr. Opinion NeurobioL 6: 688-695, 1996). In jungsterZfflt 

10 ^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^ 
SrtdnsonVhen EikVankung leiden (Lindvatt, aus: Neural transplantation in Parkinson's disease, Raven Press, New 

JSSSSSL UeS iiweSSen daran, daB die fur den Aufbau des Nervensysterns notwendigen ^ufa^l- 
,s r^SenwenieenAusnahinen nur wahrend der Hirnentwiddung vorhanden sind. Gerade solche unmfeo UiriSu- 

Dtebat zur Folge, daB als Donorgewebe fur neurale Transplants* vorwiegend aus dem embryooaten Gdtam igewon- 
neot SbenQti werden. So muB brispielswrise derzeit Hirngewebe von tas zn dm menschbchen Embryonen ge- 
werien um genUgend Material fur die Transplantation tines ^tlSC 
» KSte Probleme auf. Es 1st anzunebmen, daB ein solcbes Vsrf abren aucb bei Inkaiifnetaneo dereduscben Pro- 
20 bSk Sui^m U^ang umsetzbar ist, wie es fur die Aufrechterhaltung einer der breiten Olfentlichkeu zugangh- 

len d^^eX Tnsplantation vorgeschaltete Vermehning der ^e^Uen ui vnro zu komp^e^fteAei 
25 wurtokn wesentUchenzwei Strategien verfolgt Fine Metbode bestebt dann, die Vorkuferzdten nut HUfesogenannter 
OtoTz^oitahsicren. Hier£i wird ein zumeist urspriinglich aus Tun^u Kohertes Gen m ^^rn^ZA- 
Seri^WeL Tum«gen- verenlaBt die Zellen zu kontinuieriiebem und in der Regel unkontrolhertem Wachstum 

( ^^SSb^ 3 S^Te S er Methode besteben darin^ sogenannte ^tura«s«veMu^t« » 
benTtzT to diesem Fall konnen die Zellen unter einer -pennissiven" Tfemperatur in vitro vennehrt wen^Mrd cbe 
S^nSsive Temperatur entsprecbend der Korpertemperatur des Ernpffngers ge 

TWantaton mchtmehr stabil und es kommt zum Wachstumsstop (Renfranz et aL, CeU 66: 713^729 1991). AUer- 
S s treS!X^^ 

kann bei diesem Verfahren nicbt vollstSndig ausgeschlossen werden. M„tu«A, n»ch Hpx Zdlver- 

Neuere Bemuhungen gehen deshalb damn, das Onkogen dureh eine ^^^g^^^f 1 ^^ 
mehSTsphase wieder aus dem Genom der VoriauferzeUen zu entfeaen (Westerman &Lebouldh,Proc. NatL Acad Scl 
USA9? 8971-8976. 1996). Wie alle Zellinien besitzen aucb die Onkogen-immortalisierten VoriauferzeUen ein hohes 

"SitSSSSSt SSS^Mm v- ^lauferzeUen vor einer Tran^tion ™ 
40 deS e^toommenen ZeUen mil Wachstun^faktoren zu btiiandeln 

7/w*/v. t> ij cl tv-,,. e™«™» os^* 1707-1710 1992- Richards et aL, Proc. NatL Acad. So. \JbA 85*. oDVI-oovj, 
5* K pl NaSS !JsA KX06. 1993; Kilpanick & BarUett. N^ron 10: 255-265 1993; 
i Afllf 6- 3548-3564 1994- Davis & Temple, Nature 372: 263-266, 1994; Vicano-Abej-n etal.,Neu- 

SlI ^lil^G^S^NWin 15: A 1995; Gritti et aL, J. Neurosci. 16: 1091-1100, 1996). 
Z ziiSnnirabsSe^ in welcnem Umfang tine in vinx, ^tiuungvon Vori^e^ 

d^ch Wacbstumsfaktorbehandlung moglich ist Erste Transplannonsveisucbe nut deramg behande^ Z^Uen hefe^ 
Ssprucbliche Ergebnisse. Wahrend manche Wissenscbaftter tine mangelhafte ^^f^SS^SSSl 
SveX. et aL, ExpTNeuioL 137: 376-388, 1996), scbeinen andere ^^^^ t ?^ SMa ^ 
osEnXig^eh^hinzuwtisenCGageetaL.Pnic.NatL Acad. Sci. US A 92: 11879-11883^ 1995) 

Z^anWifLend lSBt sich beziiguch dieser ZeUvermehrungsstrategien sagen, daB der mogh^ Umfang «n« 
WaSS^ermittelten in vihl Vermehning unklar und das V«halten cteaxug Ss 
plantation nicht eindeutig geklart ist Onkogen-vermihelte ZeUvermenrungsstrntegien .beinbalten ^ 
L ein B efuhrten Onkogens und etwaiger chiomosomaler Aberratiooen. Der scbwerwiegendste Nachted beider Strate- 
^^oTdfeTrS^aB als Anfangsmaterial Himgewebe erforferlicb ist, welches vorwiegend embryonalen 

K ^tyocTs^Sn S'zeUen) bieten tine v6lli g neue P-^e filr <he He^Uung von ^Uen & 
TW^ntetionszwecke Derardee Zellen wurden erstmals 1981 in der Maus beschneben (Marun, Proc. NatL Acad. So. 
U^SS^98?Sv£ ^iSSSTNatu™ 292: 154-156, 1981). Es handelt sich urn Zellen, weWiebei- 
Sebwrist S Mmaans der sog. inneren Zellmasse von etwa 3^ Tage alien Embryonen gewonnen werd^Diese 
60 SZSS SSLm in'alleZell- undGewebstypen ausdifferenzieren. Der ^^f^^^ 
die Tatascbe, daB in einen anderen Embryo injizierte E$-ZeUen in der Lage sind, ach an der Bddung ^ler 
SfeSer Krimbahnpopulationen - zu beteiligen und sogenannte chimare Tiere zu erzeugen ^^^^ 
309- 255-256 1984). Das tinzigartige an ES-Zellen ist, daB sie sich in Anwesenbeit von leukemia^Tntory factor^ 
£^ into Kenten Zustand halten und vermehren lass« (Smith et al.. Nature 336: ^®8-^0, 

65 1988) Dies wSdheute vielfach dafflrbenutzt, dieZeUen in vitro gene^chzu modifizieren ^nn^jeknon die- 
«rZellea in eine Blastozvste E enetisch veranderte Tiere herzusteUen (Robertson et al, Nature 323: 445-448, 1986). Ein 
Z ^SSSSSSSyk ist die in vitro Differenzierung von ES-Ztilen Diese Techmk er^btes ^ 
rfrunen Scnritteder Geweb^ntwicklung unter kontmllierten Bedingungen in vitro ablaufen zu lassen und expenmen- 



30 



35 



45 



50 



2 



15 



20 



DE 197 56 864 C 1 

tell zu untersuchen. ES-ZeUen sind mittlerweile aus den verschiedensten Spezies isoliat worfffl .so: tB. ausRatteo 
aannaconne et aL, Dev. BioL 163: 288-292, 1994), Hamstem (Doetecbman et aL, Dev. B.oL ™ ^27 • «g-Jg- 
geln (Pain et aL, Development 122: 2339-2348, 1996), Rscben (Sun et aL, MoLMat BioL B' 0 *^^ l^ 9 * 
1W5 1 &bweinen (Wheder, Reprod. FertO. Dev. 6: 563-568, 1994), Rindern (Rrst et aL, Repiod. FertiL Dev. 6. 
^gS^SSmsonTaL, Pn*. Nati. Acad. ScL USA 92: 7844-7848, 1995). Neue^en w«sen an- 5 
Bmtem darauf bin, daB Embryonen und danrit ES-ZeUen auch durch Transplantation von aus em b^ OT ^ urri r^eo 
SuS^en gewonnenen Zellkemen in enukleierte EizeUen (Oocyten) geueriert werden kSnnen (CampbeU et aL, Na- 
ture 580- 64-66 1996- Wilmut et aL, Nature 385: 810-813, 1997). 

™E«l£ vSgenen Jahre ist es mehreren Forschungsgruppen gelungen, ES-ZeUenin vitrom Zellen des Ner- 
J^.»»tftaL«co. In der Oberwiegendeo der F-alle^ fies durch Zuge v"**™™" agge- 10 
rietten ES-ZeUen eneicht (Bain et aL, Dev. BioL 168: 342-357, 1995; Strobing et aL, Mech. Dev. 53. 275-287, 1995, 
Sari*T?Ssd.l08:^ 

sen Bedingungen difTerenzierenden Zeuen wiesen neuronale (Bainet ^DejM. 168: 342-3S7 1995, SQubmget «L 
M^chDev 53- 275-287, 1995; Fiaichard et aL, J. Cell ScL 108: 3181-3188, 1995; FMey et aL, J Neurosci. 16. 

Ee Wririon eber neuralen Differenzierung hat zwei wesenthche Nachteik. Zum emen ttfolgt erne 
SSetung nur in einem Tea der ZeUen. Eine befriedigende Aufreimgung cheser Zellen war tnsber ^bt -nogbeh. Z«m 
S^btRetinsaure einen starken difTerenzierenden EinfluB auf die ES-Z^en^. Ihe u, Anwesentot 
Sumdifferenzierten Neuronen und Gliazellen haben zum ganz flberwiegenden Tfcil das Vorlauferzellstadium borate 
S^dS^S^L sich vielfach in einem postmitotischen Stamum. Einer Xferwendung zurTnmsplantanonund 

aus ES-ZeUen ^beschrieben 

(O^Tet ai!^ Dev. 59: 89-102, 1996). Hierbei werden die zu sog. Embryoid Bodies aggregierten ES-ZeUen m ser- 
unSSmMedium ausplattiert und Bber mebrexe Tage kultiviert. Wahrend dieser Zeit kommt es zu masavem Zetttod 

innerhalb der nicbt-neuralen ZeUen. Am Ende dieser Phase ^V*™* ^ 25 
ein Intermediarfilament, das typischerweise in neuralen \ferl5uferzellen gebddet wud (Fredenksen & 
E ' X*ci. 8: 1144-1151, 1988; Lendahl et aL, CeU 60: 585-595, 1990> Diese 

vonbasiscbem Fibroblastenwachstumsfaktor (bFGF) als Zellrasen weiter vermehrbar und differenaeren nach Entzug 
Z Sm^e^ uSrozyten aus (OkW et aL, Mech. Dev. 59: 89-102, .^^^SS^S x 
bFGF Gabe ist aUerdings limine* bereits nach wenigenPassagen kommt « zu euier znn^er^ 30 
renzierungder ZeUen (Okabe, aus: Current Protocols in rfeuroscienee, John Wiley, New York, 1997). Nach einer derartig 
En W^hstun^hasTsind innerhalb der Kulturen immer noch zablreiche und^erenaerte emb^onale und meht- 
neural differenzierte ZeUen vorhanden. ZeUpopulationen mil derartigen Kontaimnanonen sind fur moghche rekoostruk- 
Hv^^iZS^nicht geeignet, da undifferenzierte ES-ZeUen zu Tumoren (Terato carcinoma) fuhren konnenund 
^SS^StLJSL. zur Ausbildung uicbt-neuraler Gewebe ma Transplant* ?^ 35 
esnicht Eeluneen, aus ES-Zellen ZeUen mil neuionalen oder glialen Egenschaften in einer Reinbeit berzusteUen, die 

myelinisierung oder ein NervenzeUersatz mit Normalisierung des durch den NcrvenTeUverlust bedmgten abnormen \fcr- 

^eB^nt^ 40 
Technik eines der Hauptprobleme fur die Transplantation von Hirn«U»d^Zm Ze 1 t werden solcbe< ^^°J£* 
embryonalem HimgewX gewounen, wobei beispielsweise fur dfeT^splant^ouemes .^ D ^^^^ 
vonbiszudrei menschUchen Embryonen erforderlich ist. Eine solche Strategy ist etinsch auBerst P^blematisch undkei- 
nS^istande, die Behandlung riner groBeren Zahl von ftrkinson-Patiemen auf Dauer zu ^^^.^^ „ 
gen, die entnommenen HimzeUen vor der Transplantation in vitro zu ^^^^^^fj 1 ^^ 45 
Vobessenineen gefuhrt Onkogen-vermittelte Immortabsierungsversuche and aufgrund der Einfuhrung ernes Onkogens 
Kelu^bnSnden zluen sehr riskant Der Umf ang einer moghchen Wachsbunsfaktor-vermittehen Vermeh- 
rungvon \oZferzellen ist bislang nicht sigmfikant Weiterhin herrscht SkepsisOber das Inkorporationsvermogen sot 
cber ZeUen nach Transplantation (Svendsen et aL, Exp. NeuroL 137: 376-388,1996). 

EsSn steUen eine interessante alternative DonorqueHe fur neurale Transplantate daL D.es uegt damn, daB ^ 
diesTzeUen Dber lange Zeit in einem undifferenzierten, totipotents Z«stand zu gr^ ^llmengen v^ermehren lassen 
Steckttus- From Egg to Embryo, Cambridge University Press, Cambridge, 1991). Dabe, behahen siedieFahigke.tb«, 
KSSuA in Himgelebe, auszudifferenzieren. AUerdings war es bisher nicht mogUch, sdekttv ne^ak^- 
KSIus ES-ZeUen hLusteUen. \fersucbe. ES-ZeUen mit Hilfe von Rf^uein oernnle > ZeUenzo d^erenzie- 
^rtbrinetal Dev BioL 168- 342-357 1995; Strilbing et aL, Mech. Dev. 53: 275-287, 1995; Fraichard et aL, J. Cell 
S^?08^8t^l9W^^^ 

deneSe ZelS nurdnen kldnen Teil der ZeUen ausmachten. Weiter wurden b^er nut Retinsaure^zwar]^ 
aber keine neuralen VforlauferzeUen generiert In einer Arbeit von Dinsmore et aL wurden derarUge gemiscbte Popukbo- 
nen ins Gehim QuinoUnsaum-behandelter Ratten transplantiert Quinolinsaum ist ein bekanntes Neurotoxm^Nerven- 
zeUen scbMgtund beseitigt Nach Transplantation behielten einige der ZeUen ihren neuronalen Phanotyp bo. Eine 
funktioneuTmnervation des Emprangergehirns durch diese ZeUen oder gar eine Wi«lerbersteUung verlorer.gegangao 
Himfunktion wurden bei diesen Experimenten" nicht beobachtet (Dinsmore et aL, CeU Transplant 5: 131-143, 1996). 
D^vonO^^^ 

fert bis zu 85% ZeUen, welche den \forlauferzeU-Marker Nestm expnmieren (Okabe et aL, Mech. Dev. 59. 89-ltK, 
1996). AUerdings ist auch diese Population nicht genugend rein, urn sie fiir rekonstrukUveZwecke ^^0^- So** 65 
den beispielsweise in ITSFn kultivierte ES-ZeUen nach Transplantation pnmibve 

nicht-neurales Gewebe wiezB. Knorpel und Drilsengewebe. Ene weitere Proliferation der m ^ n < kulfiv, .^ ! i D ^ n 
in Anwesenbeit von bFGF ist mdglich. AUerdings veriieren die ZeUen rasch ihre Mutapotenz und differenzieren berate 
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nach wenigen Passagen uberwiegend in Astrozyten aus. Die nicht neural differenziertenZeUen konnten wahrenddieser 

IZZ SeSphase bisto oicht von den ^-^^^Tlt^^^S^S^ 
ZZT T Nachleil dieses Systems ist, daB es keine effiziente Produktion von Okgodendrozyten eriaubL So fanden Okabeet 
ITnSh WaSuSflorentzu^ennittelter Differenziening allein keine Oligotodraqrl^ T^^t^t^^ 
cter Gabe desHormons T3 lieB sich nur in 1-2% der ZeUen eine Expression ohgodendroghaler Anngeoe nadbwosen 
rOkab^d iSDev. 59: 89-102, 1996). Was die neuronale Differenzierung anbelangt, wurden in den 
a?^geffibrteTArteiten keine Neurone beschrieben, welche Tyrosmbydroxylase, 

tonJ^Se^, Stoffe, die fur die SignalQbertragung in Nervenzetten von gr^Bedeutung ^J^^enm 
d^^tenTeine neuralen Zellen erhalten, welche Peripberin produzieren. Peripheral wird typischerweise von pe- 
riDberen Neuronen und Neuronen in Hirnstamm und Riickenmaik prodimert. ,_^„i;=wra 
iSfindung liegt daber die Aufgabe zugrunde, isoUerte, gereinigte Aforlauferzellen, nutneuronalen od^atoE- 
gen*Uen aus embryonalen StammzeUen (ES-ZeUen) insbesondere gemrmgte Neurone 

rS HersteUung der neuralen VorlauferzeUen in praklisch unbegrenzter Menge bereitzusteUen^Mit Hf f 
^.^Vc^erzellen gelingt eine Transplantation ohnelmnorbildung in das Nervensystem und eine funktooneUe Ak- 
St talCf ^" B^eKyeliru^ug oder ein NervenzeUersatz mit r^c^nnalis^des durch den NervenzeU- 
vi bXgiTn abnonnen Verhaltens, und eine Verbesserung der Tberapie neuraler DefdOe. Die I^sung meser Auf- 
gaben ergibt sich aus den Patentanspruchen, der nachfolgenden Beschreibung und den Abbildungen. 
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Der hier verwendete Begriff Astrozyt bedeutet eine Gliazelle des Nervensystems, Uberderen Funkticmjn^ j^be- 
kanm feL DteForLtze dieser ZeUen Widen eineo Teil der sog. Bluthirnschranke, ein Trennsy stem zwischen demBlut- 
SSSLhimeigenenHussigkeiten.DerWerverwend^ 

dividuum stammen. Der hier verwendete Begriff bFGF bedeutet "B asic Hbroblast Growth Factor . ^j^^^ 
nWaktor, der u a. neurale \brlauferzellen zur Teilung (Proliferation) anregL Der toer ve^eixfcte Begnff CNIT be- 
Z^^a^ Neurotrophic Factor". Der bier verwendete Begriff DMEWWF12 bedeutet Dulbecco's Modified EagteMe- 
SEfWO lTmAEMfFl2 ist ein konunerziellerhaltliches, fur die serumfreie Zellkuhur verweodetes 
tSSSSi {KSS'-wSSSS* 11320 erbaluich. Der hier v^eodete Be^ECT bed«i« -BpWermal 
CaSSm-. EOF ist ein Wachstumsfaktor, der u. a. neurale N^uferzetten zur Teilung ^eration)j amegL Der 
hleTverwendete Begriff Embryoid Bodies bedeutet im tWand schwimmende Zellaggregate, die von m Bdn^tol- 
^SZkSS^BS^Ia gebUdet werden. Diese Zellaggregate zeigen Ahnhchkeit « fruhen Bnbryonenund 
SSSe^eS verschiedener Gewebe und werden deshalb als Embryoid Bodies b^chnetDer berver^ndete 
BeEriffES-Zellen bedeutet Embryonale StammzeUen. ES-Zellen konnen z.B. aussehr f^*m Embryonen mBlaste^- 
SKSw^nSnen werden! Es handelt sich urn totipotente Zellen, welche Ober viete Passagen in ^m und^e- 
reSten Zultand gehalten werden konnen und die Fahigkeit besitzen, in aUe Gewebe und Z*^™****"^ 
renES-Zellen konnen auch dumb Proliferation von Oocyten nach emer ^m^lantaUon erhalten w^DerB^ 
onff ES-ZeUen bedeutet femer ES-ZeU-ahnliche ZeUen, die aus embryonalen KeimzeUen (embryomc germ cells) erfaal- 
SStaSIE verwendete Begriff Feeder-Zellen bedeutet eine ZeUpopulation, welche das Wachstem zu 
SchtendenZeUpopulalion unterstiitzt Beispielsweise werden ES-ZeUen vtetfa^einem, aus embry^en Fftrobla- 
sten^b^teheodenFeeder-ZeUrasen gezuchtet Die bier verwendeten Begriffe ITSFn und N3FL sind Medien, die vom 
Sra^STSigewandelt sind (Okabe et aL, Mech. Dev. 59: 89-102, 1996). Der hier verwendete B^ff UF 
b^ Wemia inhibitory factor". LTF ist ein Faktor, welcher die Kffere^erung von F^-ZeUen verfnndert Der 
v^axtete Begriff neurale VorlauferzeUen bedeutet unreife ZeUen, welche die Fahigkeit haben, reife ZeUen des 
Serv^v^ut z BNeu^TjtevenzeUen) und Glia (Astrozyten und Oligodendrozyten) zu bilderL 
^g^n^le SpSde bedeutet durch Proliferation neuraler V.rlauferzeUen in e °^^^± 
tigemSum in unbeschichteten Zellkulturschalen erhaltene Zellaggregate^ Der hie^ ^^^Sg^ 
z^t tadeutet eine ZeUe des Nervensystems, die den sog. GliazeUen untergeordnet ist Wichtagste bekannte Funkbon die- 
Sz^lstXetekriSe IsoUemn^ 

Oug^endrozyten gebildeten HUUe (MyeUn) umscheidet Schadej finder Myelinfaierung ^^^^^^ 
dm EArankungen Eine der bekanntesten demyelinisierenden Erkrankungen ist die mul&pte Stterose (MSU** hier 
verw«dSU PDGF-AA bedeutet "Platelet-Derived Growth Factor" PDGFM em Wachstumsfato^da ^ m 
K^nbination nuianderen Wachsmmfaktoren neurale VorlauferzeUen zur Tfedung (Proliferation) anregtPDGF kommt m 
FoITr Dimere AA, AB und BB von Der hier verwendete Begriff toti-, plnri-, muto- und b^te^ be^et 
VoXTrzXi. welche in alle (totipotent), viele verschiedene (pluri- oder multipotent) oder zwei (bipotent) mfeZell- 
ttZau^nzieren konnen. In Z Neurobiologie werden bipotente ZeUen oft als Synonym fur solche \telauferzel- 
lenverwendet, die noch in Astrozyten und Ohgodendrozyten ausdifferenzieren konnen 

SondtbetrifftdieErfindung gemaB Anspruch 1 isoherte, gereinigte \brlauferzeUen nutneuronalen oderghalaiEigen- 
scS SSSySS SmmmzeUen ^Zellen), die hdcbstens etwa 15% primitive embryonale und mcM-neurate 
ZeUen enthalten Bevorzugt sind \forlauferzeUen in Form eines Zellrasens oder Spharoiden. Besonders bevorzugtsmd 
«, ™Zt^nT2 neuralen, asnozytaren und/oder oUgodendroghalen Eigenschaften. Ferner ^orzugt -nd ^ 
ferzeUen, die nach Proliferation von Oocyten, die durch Kerntransplantenon h«g«teUt wutden, erhalten wen^ Ferner 
Sworzurt sind VorlauferzeUen, die aus embryonalen-StammzeUen erhalten werden, die aus embryonalen KeimzeUen 
^mbTonic g«m cells) erhalten werden. Besonders bevorzugt sind \brlauferzellen, die von Sauger-ES-ZeUen oder San- 
gerScyten erhalten werden. Insbesondere bevorzugt sind \forlauferzeUen der Maus, Ratte, Hamster, SchwenvRmd, 
6S Primaten oder Mcnsch. Femer besonders bevorzugt sind VorlauferzeUen, die gentechmsch modifiziert smd. Besonders 
bevS» sind VorlauferzeUen in tiefgefrorener Form. Ferner bevorzugt sind ZeUbibUotheken, umfassend autologe und 

Die Erfindung betrifft ferner gemaB Anspruch 12 ein Verfahren zur HersteUung der gereuugten VorlauferzeUen tmt 
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oSSn to n^ai, VorlauferzeUen in einem Wachstumsfaktor-haltigen serumfreien Medium^ P™^ el ^ 
o^Tl^feSen aus Schritt c) in einem weiteren V^hWaktor-haltigen serumtoen Me<num und i^heren 
d^iniSn ^uferzeUen und e) prolif erieren der Nforlauferzellen aus Schntt d) in einem weiteren Wa^tun*fak- S 
S-bSSuXien Medium und isolieren der gereinigten Nfodauferzellen nritneuronden otegj" 
rarHHiupusH Vprf , wohe : ^ WachstumsfaktOT-haltige serumfieie Medium in Schntt c) bFGF urn- 

^ t> vS^-S Medium in Schritt d) bFGF und 

SSSS IstTWataen, wobei das Wachs^unsfaktor-haltige serumfr^e Medium « Schntte) 
bFGF und F^T umfaBL Ferner bevorzugt ist ein \ferfabren in dem die gereuugte neurale Vbrlauferzelle in einem Injek- 10 

"TSungte^TtemaB Anspruch 16 ein Vrfahren zur Herstellung der gereinigten ^rlauferzellen tnit 

SS«^%W«zeU«. Bevorzugt ist femer ein Verfahren 0, wobei *e m Schntt £ 8^™m»«g^B 
S£S S die Zugabe einzelner Fakloreo in eine astrozytfire oder oligcrfeudroghale ^^^^^ 20 

TZ ^Z Ttesonders bevorzugt ist ein Vferfahren, wobei das Wachstumsfaktor-haltige senimfrew Medium in 
SS cToS S^Sd^ bevorzugt ist ein *rfe^w*« das M^-MMHp *~^« 
Xfeffinm n den Schritten d 1 ) e^) und f) die Wachstumsfaktoren bFGF und EGF einzeln oder in KombinaUon umfaBt. Fer- 
^S£S?i tev«SSdn Verfahren, wobei in Schritt f) fur die Indukuon einer astrozyt^en Mere^erung der 

, und fur die Induknon und Ausreifung oligodendioglialer Zellen das Schuddrfisen- 

h^SuSwS^ 

jd ^° n ^j Um ^Sr^r^NforiauferzeUen konnen als Arbeitsmittel (Arzneimittel) in der Median verwendet 
¥ ^ST^e^wSu^SugteTneuralen Voriauferzellen zur HersteUung eines Arbeitsmittels 

'tST^SS^ neuronaler ZeUen, welche im Rahmen —^he, 
g^SlLtischer (anlagebedingter), hypoxiscber, metabolischer, ^^^^^iT^^t 35 
IZZZr, <4s Nerveosvstems in ihrer Funktion gestort oder ausgef alien and. Bevorzugte Schadigungen des Neivensy- 35 
S 8 uftede^S^an^wandt werfen kann, umfassen unter anderen tranmanscbe ^ Ruckenmarks- 
vSngen kchanrische und biLxrbagiscbe Infarkte von Abschnitten des Nervensystems M. 
^i^M A^eimer anlagebedingte Attophien insbesondere des Kleinhims und des Hirnstammes, Motoneuroner- 
ungton, M. ^^;^ e e ^ B Musk ^ 1Iophie Weiter bevorzugt ist die Rekonstitntion neuronaler ZeUen, welche 

^F^bt^SS^Sung der neuralen VorlauferzeUeu fflr zeUvenmtteton Gen transfer in das Nerveasy- 4S 
stem W ihSoTglngen des NeVvensystems, auf die die Transplantation der verfahrensgemaB gewonnenen^- 
w^TvuSenlnFon^eines zeUvermittelten Gentransfers anwendbar sind, umfassen unter anderer , msbesondere 

s^Ce^ndu^maBen VorlauferzeUen konnen ferner fur die in vitro Produknon von khmsch und gewerbhch ^ 
nutzbaren Faktoren z. B. Polypeptiden benutzl werden. 

K ^wetaen Wacnstumsfaktor-haltigen serumfreien Medium (sog. N3EFL Medium) in ABwe^nheit von bFGF 60 
J5£p^tar ™^ferieren G zeiet proliferierte neurale \bdauferzeUen, die in einem weiteren Wachstumsfaktor-hal- 

Sneneurale VbrlauferzeUen, die in einem weiteren Wachstumsfaktor-haltigen seru ^\ n Medium (sog. N2FP Me- 
S m A^nhS von bFGF und FDGF weiter pn>liferieren. Nach 2 Passagen m ^ M edi^6nn^ die ZeU^ 
fuSehmsierende Transplanlate verwendet oder Tur eine spatere Nferwendung m serumfre.em Gefnermedium tiefge- 65 

^hlt^inz scbematische DarsteUung (ein FlieBschema) der Gewinnung neuraler Sphardde und der abge- 
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ten Zellkulturschaleo etablierte neurale Spharoide, die in einem weiteren Wachstutnsfaktor-haltigen aerunfteta Bfe- 
dtantaK N2EF Medium) in Anwesenheit von bPGF undEGF proHferkren und anch kryokonsemert werfen kdnnen. 
SSle in vitro Differenzierung solcher Spharoide durch Wachslumsfaktorentzug wobd reife Neurone, Astrozyt^n 

hune Sialer Voriauferzellpopulationen in Form sog. Touch-down Kulturen. Hierbei werden diein j? erhaUenen SphS- 
rtfc unto Anw^nheit^Wachstumsfaktoren solange gezuchtet, bis sie beginnen, skh an unbesctochtete Zeltoltur- 
^btr^efS^nd gliale VbrlauferzeUen aus den Spharoiden auf die Zellkultxirschale auswandem. K zeigt,** 
SnlLSen to adbarierten Spharoide die auf die Zellkulturschale ausgewanderten VforiauferzeUen m AnwesenheU 

neTi^«mo5ich, die in K gewonnenen gUalen NforlauferzeUen ins Nervensystem zu transplanderen. L uriMze^ 
wfedurcb ffi von CNTFoderT3 und konsekutivem Wachstumsfaktorentzug eine astrozytare (L)oder oUgodendro- 
SoSMfferenzierung derausES Zellen gewonnenen glialen \briauferzellen induzim werden kann. 
6 Ahn^riStailturen von neuralen VorlauferzeUen nach in vitro Proliferation und Di&rermerungVOT E^Zellea. 
A £u S SSSSsWta, abgeleitete neurale VbrlauferzeUen wahrend der P^eration in MP MeAumu, 
RSoSt-Aufnahrnen. C und D zeigt eine oligodendrogtiale Differenzierung von N2FP Kukuren 4 Tage nac* Ent- 
S^rSttimsfaktoren bFGF und PDGR Zahlreiche ZeUen exprimieren das ohgodendroghale Marta^tigen 
T L eLe Immunfluoreszenzaufnahme, D ist die korrespondierende Phasenkontrastaufnahme.E und F zeigt erne astro- 
^SdSSSg^ N2FP Kulturen. Vier Tage nach Wachstumsfaktorentzug lassen acb attache ^AP-pos*- 
u^SoStoTnachweisen. E ist eine Immunfluoreszenzaufnahme. F ist die korrespond^nde Phaseak^trasmuf- 
o^nme GundH zeigt eine neuronale Differenzierung in N2FP Kulturen. Zusatzbeh zu ohgodendroghalen^ astrctty- 
^ZeUeTlas^sich nach Wachstumsfaktorentzug Neurone nachweise*. Diese weisen lange Fortsatze auf und zeigen 
^dScteETpression des neuronalen Markeranrigens B-m-Tubulin. G ist erne Immunfluoreszenzaufhahme, H ist 

^SSSSffSSSSSSSi SX«U- -* Tnmsplaiitatian von aus ES-ZeUen gewc^euen glials 
vZSiiSL Die gHalen Nformuferzellen differenzieren nach Transplantation in fetates ***g*-£2SZ £ 
aus Die aus ES-Zellen hergesteUten OUgodendrozyten myehnisieren das Empfangergehirn^ (A) zeigt vondea 
™^n^en^u«. abstammende Astrozyten, die nach intraventrikularer Transplantation in em fetates Kattngebm 
S^^Sm. FurS Btperiment wurden N2FP Kulturen als Einzelzellsuspension indas\fen- 
££L^m^^^^ i-JM-tW. Empfangertiere wurden dreiWochen nach derGeburt analy- 

^ Sn Nacbweis der Donorzrilen wurde ein Antikorper gegen das Maus-spezifische ghale Anngen M2 verwen- 
tT^J^m^Ztem. Ventrikel zu erkennen. (B) zeigt Inkorporation von ausES-ZeUen abgefeitetoGnain 
JSG^bSe^Tneugeborenen Ratte. Die Zellen waren am Embryonaltag 16 in das Nfcntrikelsy stem des Empfan- 
.limnkntiert worden. Die Darstellung erfolgte iiber eine Irnmunfluoreszenzuntersuchung nnt einem Andkorper gegen 
ITM^ScSAntigen M6. Die Zellen weisen eine d^akitn^^^^^ auf (Q 

Maus-sp«.u^ b a h P eleiteten Olieodendiozyten in die unteren VierhUgel (colhculus inferior) einer 22Tage at 
rSS^ wS^ XSfn eine mtraventriknlare Injeknon einer N2EP Kultur erhatam 
KSoS^rindmittels einer DNA in situ Hybridisierung mit einem DNA^ondenmolekul geg«i Maus^a- 
te^DNA ioTtifiziert worden (schwarz gefarbte Zellkeme). Die inlrorpcri^ Zdkn haben begonnen, ^ Empfan- 
zu mvelinisieren. Da myelindefiziente Ratten kein immunreaktives PLP buden, konnte <he Myelimsienmg un- 
n^teXmSmit einem Antikorper gegen PLP nachgewiesen werden (schwarze Fortsatze). (D) zeigt eujeNahauf- 
^edn«^EsSS abgeleiteten myehnisierenden OUgodendrozyten nach Inkorporation in den Hypotoalamus 
cSTr^e^Sfangertieres. Man Wkennt deudich den hybridisierten Kern und die PLP-positiven Fortsatze m 

^bb^SKu^tTL ES ZeUen gewonnenen neuralen Spharoiden und aus ihnen gewonnene Zellpopulatio- 
as JZ A ze£ 5 TageTte, aul der ES Zellinie Jl gewonnene neurale Spharoide wie sie z. B. fur die Transplantation ms 
45 NTrvi^ Sni ierwendet werden konnen. B zeigt zwei Wocben ate aus Jl-E^ZeUen gewonnene 

pSmit einem Antikorper gegen das typischerweise in neuralen \forlSuferzeUen exprumerte InterniediarnlamentNe- 
fnfzSe^zX^^en die Spharoide eine makroskopisch sichtbare Grofie erreicht (^unfluon«enzairf- 
^nS^ r ^dDSeen 5 Tage alte, aus der ES Zellinie CJ7 gewonnene neurale Spharoide, welche m nut Poly orra thin 
SSSrSSSn bShtS ZeUkulturschalen ausgesat Ji fur weitere 5 Tage ohne WachsUmisfaktoren ^viert 
w^n w^JnTdiesen Bedingungen desin^grieren die Spharoide und differenzieren m neurale 
^nDdnVDoppebnimunfluoreszenz-Untersuchung mit Antikorpem gegen das neuronale Annge* p^m-Tubuhn ^el- 
S^SienaD u^tofur neurale VforlauferzeUeor^ 

g^ch ntittr^pondierenden Phasenkontrast-Aumahme (Q laBt erkennen, daB jede 

euTeTdSer neuralenMarker exprimiert. E und F zeigt eine fur 7 Tage auf Po^omithin und ^^^E.^ 6 ^? 
ton wSumsfaktoren differenzierte, aus der ES Zellinie Jl gewonnene 5 Tage alte neurale SphSroid-Kultur, gefarbt 
ntit A^tiS^ den neuronalen Marker Microtubule-Associated Protein 2 (MAP2; E) und d« N^^mia« 
G^O^unfluoreszenz-Aufnahmen). Es ist erkenntUch, daB zahlreiche Neurone den NeurotransimttffGABA 
e^mieren Zellpopulanonen, welcbe reich an GABAergen Zellen sind, konnen ffir die Transplantat^ vc^^m- 
„ rin^^entenVerwendet werden. G und H zeigen ZeUen derselben Kultut; gefarbt nut AnUkorpem gegen den neuro- 
W oSaS^^b^Assodated Protein 2 8 (MAP2; G) und den Neurotransmitter Glutamat (Inmiu^uore^nz- 
Anfnanmen^ Es ist erkenntUch, daB zahlreiche Neurone den Neurotransmitter Glutamat expnnneren. I zeigt ane fflr 
^l^ormthin und Hbronektin in Abwesenheit von Wachsturnsfaktoren differenzierte, aus der ES Z.1U- 
SlE^onneneST^gealteneuraleSph^-Kuuw,^ 
« m-TuSSLentte Farbung in ZeUfortsatzen) und Synapsin (punktfdnniges SignaL den Fortsatz» anhaftend^Um 
die AuSng der Neurone zu unterstutzen, wurde wahrend der letzten 5 Tage der D^ffarenzterung das Neurotrophm 
B^rSNeurotrophic Factor (BDNF) zugegeben (20 ^-^^^^^T^l^. 
dengewonnenen Neurone sehr reife Morphologien ausbilden und eine Expression von fur die neuronale Signalubertra- 
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• u*: ^ticoKpn Pmn>ineTi aufweisen K zeigt eine auf Polyoraithin und Ebronektin in Abwesenheit von 

^e^r n rneTCoT^Am bilden. L zeigt ein fur eine Woche anf Myosin und Rbronekhn m 5 
^^Zw^teu^sfaktoren differenziertes, aus der ES Zellime Jl gewonnenes 11 Tagealtes n^rales Spharoid, 
wwenheit von WactowmsiaKiOTen ' Glial Hbrillary Acidic Protein (GFAP). Diese Immunfluo- 

gCf T^ZcteSXhSS ^STueThSstellten .Z. Spharoide auch Astrozyten generier^.M 

2ewSen75 S alte neurale Spharoid-Kultur, gefarbt nrit einem Antikorper gegen den ohgodendroghaleo 10 
uSE 04 ^ 8 Sl^ur?u«eszcnz-Au&L n e verdeutUcht, dafi die aus ES Zellen hergestellten neuralen SpharoKte 

^Sg^Se^Liden gewonnene gliale ^uferzellen. A zeigt ein ty^Be^^ in^t- 
siehung Senen sog. Touch-down Kultur. Aus der ES-ZeUime Jl gewonnene neurale Spharoide " 
sSch^Sulturschalen, und es kommt zum Auswandem zahlreicher ghaler ZeUen ™J^ S g°^J£££_ * 
rfeTn Spharoide lassen sich durch Schutteln leicht wieder von der ZeUkulnnschale ^J^^^gf^r 
LferzeUrasen zuruckbleibt B zeigt eine Irnmunfluor^-Untersuchung ^J^^g^SnflSS 
n«en glialen Vorlauferzell-Population nrit einem Antikorper gegen das neurale Antigen A2B5. Es ist erkennthch, daH 

trast-Anft^n zeigt, ^^f^^^J^^^^bildct der GroBteil te Zellen eine astrozytSre 

SS^rSS^ndrogliali Morphologie und Expression des oUgodendroghalen Makers^. 

KzSSu^naJ Differenrierung voVaus der ES Zellinie Jl gewonnenen neural Spharorfcnm wto (A 
nndmund^aSSantarion in das Nervensystem einer Ibotensaure-behandelten Ratte (em TiennodeU ^AeHun- 
und B) und w*^ 1 " ™™ "™ 5 Taee alte neurale Spharoide in das Striatum einer adulten, Iboten- 

^^^it2t ™S dVwurde parallel in vitro durch Wachstumsfaktorentzug fiir 5 
saure-behandetten Ratte implanttert ^^^P^^^^Ss^tte,. GAB A gefarbt (A, Irnmunfluoreszenz- 
Taee differenziert und dann nnt emem Antikorper gegen den weuroiraismununfln t, .-7, tj<5 7»iten or- 
la g C ^ I T l , m „ mn Ji MM A. Phasenkontrast-Aufnahme). Es ist erkenntlich, daB zahlreiche der aus ES Zellen ge- 
Aufnahme; B, ^P^^^jr^^^A™!^^ 7 Wochen nach Implantation in das adulte Rattenge- 

wSSunSszenz). Man erkennt ein homogen gefarbtes, in das Enmftogergdtarn ^<^«**^*^£ 
SeSTCwar auch eine funkuonelle Verbesserung aufgetreten. Das durch die Ibotensaure^sion £gB%£™ 
RotetiSverSteTkonnte normalisiert werden. D zeigt yon einem solchen Transplant* ausgehende, i° d^ Ernpf^ger- 

^AlsAus^gsmaterial fur die erfindungsgemaBen neuralen VbrlauferzeUen konnen embryonale S— ell^z. B. 

t tx-T v^r 1 Q<*tt Ferner konnen ES-ZeUcn auch aus anderen Spezies verwendet werden. Typiscne Beispiele 
BioLBiotecfano.4: 193-199, 1995^ 

prod. FernL Dev. 6: 553-562), Primaten (Thomson et al, Proc. NatL Acad. Sci. USA 92. 7844- /iwa, iw^oacrco- 
to Z^ n SSSSS?daB Embryonen und danrit auch embryonale StammzeU» d^Tran^nta- 
ri iS3£i ^aSSes^uVgereiften O^anismus ..Whrid*^^^^^ 

dem '^Sm^ VeS die Herstellung autologer neuraler ^rlauferzellen 

oeoCSuleriaubLDameE^ 
- ■ -nwenZellkernen in unbefruchtete Eizellen bereits an groBen Saugeneren wie dem Schafgezeigt wurie Cutout etaL^ 
^TjKEW 1997), ist dieses Verfahren auch bei menschlicben ZeUen durchfi^ konnen ES-ZeUeo 
odexES-Zellahnliche Zellen aus embryonalen KeimzeUen (embryonic germ^erhalten werden. 

\bnFeeder-ZeUen abhangigeES-ZeUen konnen dann z. B. nach dem von Okabe et aL beschnebenen ^WahreninOe- 
.ad^b^h^rSchSusgesat und anschlieBend in unbeschichteten Petrischalen in der Abwesenheit von 1JF«i 
Sb^S^a^riS werden (Okabe et aL, Mech. Dev. 59: 89-102, 1996). Drei bis vier ^g^^ 01 ^ 
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ziichtet werden (Okabe et aL, Mech. Dev. 59: 89-102, 1996). WShrend dieser Zdt kommt es zu massivem Zelltod unlet 

^"Sach^a^miFn Medium konnen die ZeUen in eine EnzelzeUsuspension trituriert (whites Aufeiehen 
und itlil rnussigkeit mittels einer enghalsigen Pipette) und JN3EL Medium ^^^^^ 
bierbei urn ein serumfteies Medium, welchem bFGF zugesetzt wird (Okabe et aL, Mech. Dev. 59. 89-102, 1996). bFGF 

^i^S^SSS^S^. Bereitstenung glials und *^™^3£* 
■ V^^^WrZJL Tm Geeensatz zu neuronalen Zellen zeichnen sich Gliazellen und insbesondere ihre un- 

Saft aus Die yorstehendbeschriebenenN3FL-Kultuien werden nacbeinander in v ^rfeoe sen^ej^tt^ 
fStor-hddgeMedien QberfuhrL Wahrend dieser Phase kommt es zu einer sehr starken ^^S*"^*^ 
^rlauferzellen bei gleichzeitiger Differenzierung und FJimination prinuUver embryonaler und mcht-neural 

dte'in N3FL Medium kulti vierten ZeUen in Ublicher ^ise mechanisch von der K*»**»"^ 
«~ En^llsusoension trituriert und in serumfteies Medium Obertuhrt, welches z. B. die Wachstumsfaktoren bFGF 
u^F^^S MeZn)Salt In diesem Medium werden die ZeUeo bis zur Subkonfluenz als Zellrasen propagie* 
DTerhSnZeZkonnen nach etwa zwei Passagen in diesem Medium fflr Tta^totKx^wecke verwendet 
wpSL FQr^T weiterEehende Aufreinigung kann jedoch ein zusatzhcher Schritt durchgefuhrt werden. 

^n S MeST SvLen zfHen kfrJn auch emeut in ublicher Weise von der Kulturschale abgelost, in 
en? ^Suspension trituriert, und emeut in einem serumfteien Medium ausplatnert werden, das erne zweate 

"S^lrS^tE^ weiteren ^^^SSS^ 
weriL Nach etwa zwei Palgen besteht die Population aus ^^^Z^^Xl^lt^^i 
^sweise nach Isolierung fur z. B. remyeUmsierende Transplantate verwendet werden konnen. Mikroskopiscfc . ettennt 
m^SThomogene Population bipolarer bis stemfdrmiger ZeUen, welche die Kulturschale in Form e^es^M* 
^Lm^SLis ausftUen Zu diesem, aber auch bereits zu einem fruheren Zeitpunkt kann die neurale NforlaufcrzeU- 
^SSSSS gefroren und zu einem spateren Zeitpunktin obhcher Weise wieder aufge^ 
mr^^Suferzelleigenschaften zu verlieren. Werden die Wachstumsfaktoren ^^^^T 
s^n.entzogen,konmteszu einer beg^^ 

V^Markerantieenen fur neurale \brlauferzeUen (z. B. Nestin), auch oligodendroghale (z. B. 04) und ^trozytarejz. _B. 
W^te^ T^J^O^posi^ ZeUen konnen dabei bereits 30-70% und GFAP-positive ^20-40% der 

P Xh 4-Z Tagen in N3FL Medium beginnt ebenfalls die eigentliche Bereitstellung ghaler und neuronaler Nferlaufer- 

IffiSKig'SS ^ertntet N3FL Medium kultivierten ZeUen in Ubhcher W^ -echanlscb ™ 
derKum^nSoTta eine Einzelzellsuspension trituriert und diese in unbeschichteten Zellkulturschalen u> serum- 
Sem Sm kulK wekh« z. B. die Wachstumsfaktoren bFGF und EGF enthalL Dabei entstehen mnerhalb we- 
SeT^etpna^de Segregate (neurale Spharoide), welcbe zum fiberwiegenden Teil aus NesUn-posiUven nenmten 
40 Vor^UeXsXn DiTneunuen Spharoide konnen ^- h ~^ & ™^^^^ 
Differenzierte neurale und nicht neurale ZeUen zeigen hingegen eine starke Tendenz, sich an die Oberflache der Zellkul- 

'lob^s^etTspharoide gebildet haben, werden diese der Kultur enmommen und in neue -besch^teteZeUtot 
tursc^fflJrfuta. Solcbe Spharoide k5nnen bereits nach wenigen (5-7) T*gen Sir Ttensplantano.^ecke verwendet 
a< ^^ ffier^^erenzieren die in den SphSroiden enthaltenen neuralen \forlSuferzellen m reife neuraleZeUen aus, 
45 ^SStfSSL innervieren. Undifferenzierte kleine Spharoide konnen m serun^emj&fnermedium m 
^femSnckstoff gefroren werden und zu einem spaieren Zeitpunkt aufgetaut und drfferenziert werden. 

eSSL 8 J1 auch in vitro induzierV werden. Hierzu werden die Wachstun^a^en^ und d« 
SnSridetoJ B nrit Polyornithin und Fibronektin beschichtete Zellkulturschalen ausgesat Die Spharoide heften sich 
SraeSL der Zellkulturschale an und bilden neben Nestin-podtiven neurale^ «J^taN» 
13 A^ozvten und Oligodendrozyten. Die anhaftenden Nervenzellen konnen water ausgereift werden und«pnrme- 
rtaSi^Srker, beispielsweise MAP2, p-ni-Tubulin^ Synapsin, Cbohna^yl^sfe^/Ty- 
S^xylase, GAB A, Glutamat, Serotonin, Peripherin und ^CaDrindm ^u^e^und^^erie^^e- 
rc^en Neurone kann durch Zugabe von Neurotrophinen, z. B. Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) oder Neuro- 

uno^nSmSusnensionskulturgenal^ 

8 t^dShSl "omSTuntfsolchen Bedingungen zu einer ^Wl. riaung .^e d^ 
«, arSemfferenziemng von ES-Zellen in freischwimmenden Sphar^den macht es^kahsch ^^^f^? 
^neneNeuroneauch in differenzierteremZustandzu ^^^^ ^££^n^ 
Kfferenziening von einer Kulturschale anhaftenden Neuronen nicht moghch, da die Ziehen der Oberflache anhaf- 
tenden Fortsatze beim Ablosen in derRegel bescbadigt und die Neurone dadurch zerstort >"^' d « 1 - 
WShrend der letzten Jahre sind zahlreicheFaktoren identifiziert worden,die in der Uge smdl auf dieDiffi^erung 
« voTSvcnzellverbanden einzuwirken. Solche Faktoren konnen beispielsweise .ni^hafc von Nervengewebe eine Pota- 
ririenJn^heAeifuhien. So wurde beispielsweise gezeigt, daB das Produkt des Gens Some hedgehog in Nervengewebe «- 
n^ennSSotyp induzieren kann (Ericson et aL, Cell 81: 747-756, 1995). Es ist zu erwarten, daB deramge Fak- 
to^n^ aS-ZeUen bengesteUten neuralen ZeUverbanden wirksam sind. Fur den Fachmann ist ersicht- 
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Hch ^ ^ Appjikation derartiger Pbanotyp-bcstimmender Faktoreo es erlaubeo wird. Neurone und Glia von«nem 
^Sl W^orroeezielt herzusteUen. En Beispiel konnte die gezielte Induktion von Nervenzellen von ventratem 
^^hal^S^^sTe fiir die T^tadon Z.B. von Parkinson-Pauenten benotigt weiden. Fine dj*. 
X" SuSon^SLge/ventralc mesenc^ater Neurone ^J^*^^^** ***** 
oewachsenen Nervengewebes bereits nachgewiesen (Wang et aL, Nature Med. 1: 1184-1188, 

8 ^r^ Herstellune Rlialer VoriauferzeUen aus von ES-Zellen erhaltenen neuralen Spharoiden weiden die Spharoide 
sol^ WrcSS^Wm serumfoiem Medium in Suspensio^kultur ge^Uen, 
SThteie Oberflacbe der Zellkulturschale anzuheften. Dabei konnen als Wachstumsfaktoren Z-B bFGFund 

wfe atT^pharoiden auf die Zellkulturplatten aus (sog. Touch-down Zellen). Die Entstehung ^^P^ 
te^Sdta? KTedoch anzunehmen, daB im Laufe der zunehmenden Zelldifferenzierung inn«iialb der SphSroide 
lite vSSeSldet werden, die sich dnrch ein starkeres Adhesions- und Vngrationsverhalt» auszeiAnen. 
SSL ^n^^^P^erende Spharoide konnen als Generatoren fur gliale ^ u f e ^ Ue ° 
ffiSu w^rr sScte fur kurze Zeit (< 1 Tag) in unbesctrichteten ZeUkulturschalen kum viert. SobaM sich ghate 
r^mh^en, werden die Spharoide wieder mechanisch von der Senate gelost und in eine n^e Schale Uber- 
Kbi M Se^solchen Fallendn Ring glialer VoriauferzeUen, der writer in Anwesenbeit von WacusUunsfakto- 
ren beispielsweise bFGF und EOF, allein oder in Kombinadon, vermehrt werden kann. „. . . . . 

t\^^ d p««mnene Touch-down Zellen" zeigen eine Expression des neuralen Antigens MBS (Eisenbarth et aL, 
J^f fT^USA 76^91^4917 1979) und diffetenzieren nach Wachstumsfaktorenlzug in Astrozyten und 
5£I5£& - "^.IShSSS £L sich dann Matkerantigene fur 01igodendrozyt« (^04)und 
2£vS^GBM0 nachweisen. Undiff exenzierte "Touch-down Zellen" konnen in serumfreiem Gefaermedium in 
l£Sm£2*SEm w«fcn, ohne ihr Proliferations- und Diffe^enmgsvennoger ^ ^ 
wrTnln^Uale VoriauferzeUen konnen aucfa furTransplantationen ins Nervensystem verwendet wcrfen. 

Kel^nziSungd^aus den ES-Zellen gewonnenen glialen VorlBufazeUen kami durch ^^ze^Fakto- 
Jtednflu^ werden Zugabe von CNTF (ciliary neurotrophic factor) kurz vor und wahrend des W*cbstumsf^-&* 
™ S"berwiegend astrozytSren Differenzierung. Zugabe des SchUddriisenhormons T3 wrireod dm 
JSEi » e^r veSSS^g in OhgodendrLyten. Die Zugabe von serumhaltigem Medium wahrend 
^rn^chSXo^anXng fubrt L einem starken Anstieg der Zahl astrozytarer Zellen in Aes^&dturen, 
^nTtrru^^ichTtich, daB die gefrorenen und wieder aufgetauten neuralen Vfortauferzenen ebenfalls ffir 
Tran^lalu^e^werden konnen. Zu einem fruheren Zeitpunkt eingefrorenen neuralen VorlairferzeUpopu^ 3 
len^S^acTSn ublicher Weise durchgefuhrten Auftauen den entspreehenden Passagen unterzogen, urn die bo- 

Be^eSs^En^e^populationen zu bestimmten Zeitpunkten des erfindungsgemaBen Verfahrra durch 

Jtal td wiedTaufgeLt werden konnen, ist ein Aufbau entspreehender Zellbankeo z. B. autologer ZeUbanta. 

m Stnt dem erfindungsgemaBen Verfahren erhaltliehen neuralen Vbrlauferzellen ^-^f^ 0 ^^ 
und^tSS SSen kfnnen in einer Menge und Reinheit hergestellt werden wie sie z. £ furdie T^l^onund 
p^^^nDrfekten im Nervensystem erforderlich sind. Die mit dem erfindungsgemaBen \ferfahren erhalmcbener- 
S^Ben ne^V^SLuen enthalten z. B. nur geringe bis keine Mengen von z. B. 

n J™ ls% ^tesfc mU dem Verfahren von Okabe et aL (Mech. Dev. 59: 89-102, 19%) etmcht wuide. Mu don a- 
rd^zen^n Ve^^k6on» neurale VoriauferzeUen mit einer Reinheit von bis zu 100% 

hSffirngewebe zuriickgieifen zu mussen. Die erfindungsgemaBen neuralen VoriauferzeUen kdnnen aus ^Zelte^ 
der Maus^Ratte, Hamster, VogeU Rsch, Schwein, Rind, Primaten oder Mensch erh^ w^^ Die F^ZeUen 
\££21- voriiegen oder aus Embryonen gewonnen werden. Ferner konnen die ES-Zellen durch F»hfera- 
tioTlto=yS^onne7w^. Die Oocyten konnen z. B. entkernt und mit einem Zellkern aus .B. au^to 
^ rt ImClSiniLiert werden, so daB autologe Oocyten zur Gewinnung von ES-ZeUen verwendetwerden. ES-Zellen 
rSSzetota auch auTembryonalen Keimzellen (embryonic germ cells) erhaiten werden. Die 
E^zSentonnTfoneTin Oblicner Weise gentechmsch moditiziert werden. Z3. kann durch homologe R^mbinadon 
2 oJf^es G^ durch ein "normales" Gen ersetzt werden. Ferner konnen <f ^ WCr " 

den Diese Verfahren sind z. B. in der Maus vielfach verwendet woiden und sind Stand der Techruk. 

Da^Zenenrich rasch teilea und routinemaBig genetischen Modifikationen unte ^, W ^J S ^ S J"^ 3^ 
^^nteTan genetisch modifizierten neuronaten und glialen VoriauferzeUen z« erhaiten. In Verti^u^ m dem 
a^SSn Wanlrungsverhalten neuronaler und glialer Vodnuferzelten kann dies beispidsweise dafurbenum wer- 
2 S^bschnitte dS Nervensystems mit genetisch modifizierten VoriauferzeUen zu besiedeln wdche lokM feh- 

i^eSZ^bstitoeienoderPolyper^^ ndt protektiver oder andererWirkimg sezermeien-PiegenehscneMo- 

H^^Sekder £ta-d> daTbenutzt werden, die Expression von AbstoBungsreaktionec bervorrufenden 
ObTrft^ann^ d^ der entspreehenden Gene zu beseitigen, was einen breiten khmsdten Emsatz 

von aus ES-ZeUen abgeleiteten \foriauferzeUen ohne Immunsuppression eriaubL _ „ 

^c^gsgcnSfien neuralen \forlaufeizeUen konnen als medizinische Arbeitsmi^l zur ^^ ^^alen 
DefektenWendel werden. Ein typisches Beispielzur Verwendung der erfindungsgemaBen neuralen Vbriaufe^nist 
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Um beispielsweise verlorengegangene Neurone zu rekonstitmeren und darmt verbundene ™log«che Detate^ 
bessern, werfen z, B. die erftodungsgemaBen Spharoide nach z. B. 4-7 Taenia Suspen^o^kultur Gehimreg^en 
iniplantiert, welche einen Verlust von NervenzeUen aufweisen. In derarhgen Transplanlaten lasseu sich Z.B. 6Woch« 
b*d b Operation ausgereifte NervenzeUen beobachten, welche das Etnpfangogebirn lunervieaen. Die von den transjjan- 
tiertenNeuronen aulgehenden, in das Himgewebe des Empfangm ^nsprossento Axone konnenz. J^tAnUko^n 
gegen Donor-spezifisdie nenrale Antigene identifiziert werden. Diese RekonshWnon neuronal ZeUen fo^ondL 
Dies lSBt sich beispielsweise durch Verhaltenstests an Ibotensai^behandelten , Ratten ' vor und nacb 
Wen Hierbei werden durch stereotaktische Injektion des Neurotoxins Ibotosaure in das Striatum ^^Astf°^ Men- 
glTstrkXWurone zerstort Der resultierende Defekl hat Ahnhchkeit zu der bei M enschen aufWKfcn Hnudng- 
Ss£n Erkrankung, weshalb dieses System auch vielf ach als TlermodeU fiir die rto^gtotfsche Ertaa^b^ 
wird. Nach einseitig« Ibotonsaurelasion laBt sich in den operierto Heren aufgrund der emgettetenen Aj*^e*,rch 
Injektion bestimmL Drogen, z_ B. Ampbetamin, ein Rotationsverhalten mduzieren, 

Em NervenzeU-reiches ttansplantat ist imstande, das Rotationsverhalten zu nonnahsieren. Dabe, ^<"^?™*" 
die Zahl der im Transplants vorbandenen GABAergen NervenzeUen vonBedeutung zu sein. Das Iboten^U»ns- 
modeUderRatle und die Erfassung der funktioneUen Kapazitat neuraler Transplantale uber erne Analyse des 
verhaltens der Here smd Stand der Technik (Bjorklnnd et aL, aus: Functional Neural TranspbmtaUon, Seiton 157-195, 
Raven Press, New York, 1994). Werden die erfindungsgemSBen neuralen Spharoide in das ^^^^^^ 
to Ratten implantiert, kommt es postoperativ zu einer deuthchen Besserung des abnonnen durch die Ibot^sam^on 
v^ursachten Rotationsverhaltens der Empfanger. T^plantationen von zB. ne^d« ZeUen ms menscbliche Nerveu- 
svstemsmdheutebenatsldmischdurcbJuhrbar(01a^ , 
^"e^nduSgSen, entweder aus den neuralen Spharoiden oder aus dem , Zdh^eu be^esteUto. f^™" 
ferzeUen konnen ebenf alls als medizinische Arbeitsmittel zur Therapie von neunden Defckten verwendet >^n Ein ty- 
p^nes Beispiel zur Verweodung der erfindungsgemaBen gtialen VbrlauferzeUen ist die K^^^^^.T 
to Hirnabschnitte durch tonsplantierte neurale \forlauferzeUea . Da demyehrus.erende Ertamtamger, ofWs^oBeAb- 
schnitte des Zentralen Nervensystems (ZNS) miteinbeziehen, konnen die ^d^gsgen^n gbal«i J*^"^ 
welche sich durch ein ausgepragtes Wanderungsverhalten auszeichnen, ins ZNS transplantiert werden. Daba kann erne 
to^er iSSon genOgSn groBe AbscLtte des ZNS mit diesen ^^^^^^^t 
myeUnisierung zu erreichen. Bin typisches Beispiel einer mogbcherweise .taartig 
multiple Sklertse (MS). Bei clieser Erkrankung, deren Pathogeny nock , ungeklart : i* 

multifokalen Demyelinisierung verschiedenster Hirnabschnitte. Durch die plantation der erfed^gsgan^nneu- 
rdenVlauferzellen kann eine Remyelinisierung solcher Defekte bewirkt werden. Das ausgepragte W^de^gsverhat- 
^ d^rTrfiDdungsgemaBen neuralen VorlauferzeUen kann dabei derartig ausgenutzt werde^daB von emer oder wemgen 
ImplantationssteUen aus zahlreicbe demyelinisierte Areale erreicht und r^ert werden kdnnen. 

Ttmbeisirielsweise eine MyeUnisierung myelin-defizienter Hirnabschnitte herbeizufuhren, werden die oocb unter 
Wac^K-^unl'stehenden aus Monolayer (ZeUrasen) oder neuralen Spharoiden ge w = en erfin- 
dungsgemaBen ZeUen z. B. trypsinfrei von den Kulturschalen abgelost und zu einer E^^Usiisper^on tnton«L^- 
d« dle^Lspensionen in^yeUndefiziente Gebimregionen implantiert, lasseu sich bezels wei^etwa dreiWoche* 
2 , ImplautatioTvon den implantierten ZeUen abstanunende OUgodendrozyten und Astrozyten nachwos^^Mye- 
Eerung der Nervenzellfortsatze des Empfangers laBt sicb durch eine von den DonorzeUen ausgehecde EinsAeidung 
S^satee nachweisen, wobei in diesen Einscheidungen fflr Myelin cha^r^he I^to^ imnuinmstocbe- 
mi^h nachgewiesen werden konnen z B. basiscbes MyeUnprotein (MBP) und Proteobpid Proton (T^LP) 
Die SdurgsgemaBen neuralen VbdauferzeUen konnen femer fur die in vitro Produktion von khmsch und gewerb- 

Uch nutzbaren Fakloren z B. Polypeptiden benQtzt werden. _ 

Die folgenden Beispiele erlautem die Erfindung und sindmcht als einschrankend zu versteben. 
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1.1 . ES-Zell Proliferation 



ti -7„n„„ n i -i oi r*l1 6Q- 915-926 1992) wurden zunachst auf einem Rasen von mitotisch inaktivierten em- 
bryon^n^httlt etoem IDM^^Medimn (Life Technologies Nz 11965) mit ^ f^em ^ = (FB^ 
SeTecnnologiesNr. 10119) in Anwesenheit von 1 .000 U/ml Lff ^J^ 1 ^ ^S^lt SSSSS 
d«, (Hogan etal., Manipulating the Mouse Embryo, Cold Spring Harbor Press, New Yori^ 1994) P^ ene ^ Neben .^ 
55 uS IJF 8 en«hieU dieses Medium Standardkonzen«tionen (Okabe et aL, Mech. ^ M 59 = ^ r ^^.SS 
Aminosauren (Life Technologies Nr. 11140) und der Nukleoside Adenosin (Sigma Nr. A T i0 3 ,^Guano^ (Sigm^ Nz G- 
^ft^ Ovridto fKema Nt <M<S54) Uridin (Sigma Nt U-3003) und Thymidin (Sigma Nc T-1895) sowie 0.1 mM2-M«- 
^toUsTgTNfM S 10 mM I^Gmtamin (SigJ Nr. G-5763) und 25^ HI^ (Sigma NxH^63)_ In 
SSTwie in aUen folgenden Schritten wuiden die ZeUen bei 37°C unter 5% CO, be, gesattigter LuftfeuchUgkct 
CO (>85%) kultiviert. 

> 1,2. Entfernung der Feeder ZeUen 

Sobald die ES-ZeUen subkonfluent geworden waren, wurde die ««mal ™» O^*™^^ in'pBS 
65 und die ZeUen durch Zugabe einer Losung von 0,05% Trypsin (Life Tfechnologies Nr. 35400) und 0,04% EDTA m PBS 
abaelosL Die ZeUen wurden dann mehrfacb durch eine Pasteurpipette zu emer EinzelzeUsuspenaon tntunert und das 
TWpsin durch Zugabe serumhaltigen Mediums neutralisiert. Hierbei wurde der Trypsimosung eme aqmvalente Menge 
Slang verweudeten Mediums zugesetzt Nach Zentrifugation (5 min, 300 x g, RT) wurden die ZeUen mdembisher 
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verwendeten Medium auf mil 0,2% Gelatine (Sigma Nt G-2500) bescbichtete 6 cm Zelllnilturschalen ausplatiert (ca. 6 x 
10 s Zellen pro 6 cm Senate) und unter Anwesenheit von LDP (1 .000 U/ml) writer gezQchtet 

13. Herstellung von Embryoid Bodies ^ 

Sobald die Zellen emeut subkonfluent geworden waren (etwa nacfa 2-3 Tagen), wurden sie ^^^ d "^*™8 
von 0 05% Trypsin und 0,04% EDTAin PBS (ca. 1,5 ml pro 6 cm Scbale) von der Gelatine abgelost Nacb Ablbseo der 
SzeUOColo^wur^ 

ichale- dieses Medium entspricht dem oben beschriebenen Medium, enthalt aber nur 10% FBS und kein UF). these 
SuSensko^rde dann auf 8 unbeschichtete Bakterienkultur-Petrischalen (Nunc Nr. 240045) verted! und m emem Go- 10 
samtvolumen von ca. 4 ml DMEM/10% FBS pro 6 cm Scbale wetter kulnviert 

1 .4. Platieren der Embryoid Bodies 

Nacb Tagen wurden die sich gebildeten Embryoid Bodies durch einf ache (1 x g) Secnmentation fflr 5 min in emem 15 
50 ml ZeUkultmrohrcben gesammelt Der Oberstand wurde verworfen und die Embryoid Bodies derart auf «M Ml- 
XmrsSaten verteik, daB nacb Absenken der Embryoid Bodies etwa 50% der Feeder ZnUkntand^ ~ 
renSb^oid Bodies aus ca. 4-o Bakterienkulturscbalen teichten in der Kegel fflr cfae Bescmckung emer 0cm ZeU- 
tolnWnale aus). Die Embryoid Bodies wurden fiber Nacbt in DMEM/10% FBS (10 ml pro 10 cm Scbale) kullmert ^ 

1.5, Transfer in ITSFn Medium 

Am folgenden Tag wurden die mitderweile adhaienten Embryoid Bodies 3 X in DMEM/F12 (Dulbecco-s Modified Ea- 
cle MemuWNutritient Mix F12 (1:1; life Technologies, Nr. 11320) Medium gewaschen. AnschbeBend wurden 10 ml 
fSMemumprolOcmSchalezugegebon.^ 25 
S4010D 50 UE/mlApo-Transferiin (Intergen Nr. 445275), 30 nM Seleniumcblodd (Sigma Nr. S-5261), 5 Ug^Kbro- 
SifcTecnnologTes Nr. 33010 und%emcmin/Srreptomycin (100 WhMW^lX* Technologies Nx 15140) 
™S*zt wurden. Die Zellen wurden 4-7 Tage in diesem Medium kulnviert, wobei das Medium jeden zweiten Tag ; er- 
«£t wurde. Wahiend der Kultivierung in ITSFn Medium kommt es zu ma^vem Zelltod unter den mcht-rieuralen Zd- 
11 uno^Differenzierung in kleinen Griippchen tiegender neurakr ^^uferzelJen^e mer beschnebene Etabberung 
von ITSFn Kulturen ist Stand der Tecbnik (Okabe et aL, Mecb. Dev. 59: 89-102, 1996). 

1 .6. Transfer in N3FL Medium 

Die in ITSFn kultivierten Zellen wurden nrittels einer Losung von 0,05% Trypsin 
Kulmrscnale abgelost und das Trypsin durch Zugabe einer aquivalenten Menge serumhaltigen Mediums (DMEM/10% 
pSnSsiertNacb Sedimentation (5 min, 300 xg, RT) wurden die Zellen ^Calcium- und Magr^um-feerHanta 
Buffered Salt Solution (CMF-HBSS, life Technologies Nr. 14180) mit 0,1% DNase (Wbrtmngton Nr. 2139) resuspen- 
dkrt(£ 3 ml auf ein aus einer 10 cm Schale gewonnenes Pellet) und mil Hilfe von PtteuiTOetten zu einer EmzdzeU- 
Sspenrion trituriert Zu diesem Zweck wurden mehrere Pasteurpipetten verwendet, deren Mundimgen mit Hilfc einer 
K *gerundet und verkleinert women waren (auf 0,8 mm, 0,5 mm und 0,2 mm). Daba wurde die Zellsuspension 
mebrere Male durch Pasteurpipetten mit abnehmender MundungsgroBe zu einer homogen-nulchigen Suspense tnta- 
rieruLaige in der Suspensionverbliebene Zellaggregate wurden vor ^terb^ar^ungd^ Suspension durch i Sedi- 
x g, 5 min) am Boden des GefaBes gesammelt und verworfen. Die Zellen wurden dann^ntafugiert (300x 
n^pS ^ m einer Dichte von ca. 30.000 ZeUen/cm 2 . auf zuvor mit Poly^ritttn bescbichtete ZdUflumrschaleo m 
foSmMedium ausgesaU DMEM/F12 (1 : 1; Life Technologies Nr. 11320), 25 ^ I"** 50 ug/ml humanes 
aX Weoin, 20 nM Progesteron (Sigma Nr. P-8783). 100 uM Putrescin (Sigma Nn P-5780) 30 nM SeWmchlo- 

L^nrinin (Lif^hr^c,gies 1^23017), Penicillin/Streptomycin (100 m/mW00 pgtol), 10 
rekombinantes bFGF (R&D Systems Nr. 233-FB). Dieses Medium entspricht dem von Okabe etaL^ge^hilderten N3FL 
Medium (Okabe et al.,Mech. Dev. 59: 89-102, 1996). Fur dne Poly ormthm-Beschichtung wurden Zell^turschaleninU 
etSSgvon 15 ug/ml Polyomithin (Sigma Nr. P-3655) in H^O fur nrindestens 2 Smnden geffiUt Anschhelkal 
^^^lyorimin-Losung abgesaugt und die Kulturschale dreimal mit PBS gespfllt bFGF wurde taghch zu emer 
Endkonzentration von 10 ng/ml zugesetzt und das Medium jeden zweiten Tag emeuert 

Beispiel 2: Gewinnung neuraler Variauferzellen 

2.1 . Transfer in N3EFL Medium 

Nach 4-5 Tagen in diesem Medium wurden die Zellen unter Trypsin-freien Bedingungen mecbamsch von der Kultur- 
scEdost lerzu wurde die Kultur dreimal mit CMF-HBSS gespult, wobei der letzten Spulung 0,1% DNase zuge- 
£*w£n Die ZeUen wurden dann mit einem ZeU-lifter (Cos tar Nr. 3008) von derPbtte abgeschabl und nad, dem 
oben beschriebenen Modus nrit Hilfe von Flammen-poMerten Pasteur Pipetten zu einer Einzel^llsuspensiM tntunert. 
S ZeDtrifugation (300 x g, 5 min, RT) wurde der Ertrag einer 10 cm Zellknltursohak m ca 5 zuvor nut 
bSchtete ZeWnntiirschaten in N3EFL Medium ausplatiert Dieses setzte sich wie folgt zusammen: DMEM/F12 
f 1^1 2Wrnl Insuhn, 100 ug/ml Transferrin, 20 nM Progesteron, 100 uM Putrescin, 30 SetoumcUond, ug/ml 
Uniinin P^cilmVStreptomycin (100 IU/ml/lOO ug/ml), 10 ng/ml humanes rekombinantes bFGF und 20 ng/ml huma- 
oS^ombinantes EOT (R&D Systems Nr. 236-EG). bFGF und EOF wurden taghch zu emer Endkonzentration von 
10 ng/ml fflr bFGF und 20 ng/ml fflr EGF zugesetzt Das Medium wurde jeden zweiten Tag ersetzt wobei Lamimn nacb 
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dan zweiten Mediumwechsel nicht mehr zugesetzt wurde. 



22. Transfer in N2FP Medium 



fa zenen m 90% konfluent geworden waren (nach 1-2 Wochen), wurden sie emeut unter T^in-freien ^> 
Sobald die Zellen zu w» «» 6 Kulturschale gelSst und mit Hilfe Flammen-poherter Pasteur Pipet- 

tea zu einer Einzelzellsuspension uuuu u * lt _ halco ^ wopp Medium ausplatiert Dieses setzte 

lich zugesetzt und das Medium jeden zweiten Tag eraeuert 

23 . Passagieren in N2FP Medium 

— _ . , j» , _ „,Kt„„fl,«ni oeworden waren, wurden sie trypsinfiei nach dem oben beschriebenen Modus 1 : 5 
**£ * SMSf SS^5Ed^I«S«w war bier meist entbehriich. Nach nrindesteos 
passagiert. Erne ^^^f^f Me ium bestand die Population aus Deuralen \brSuferzellen wie sre 
™ a r-fP". " li£££2Se ^e^wTrden koonten. Allemanvkonnteo die Zellen in diesem Stadium ttyp- 
sinfirei von der Kulturschale ge tost una m s* m ^ m Medium kdnnen isoliert undinein Injekhonsme- 

aiifgenommen werden. 

2.4. In vitro Diffeienzierung der neuralen \telauferzellen 
Fur die in vitro Differenzierung der neuralen VbrlauferzeUen wurden diese nach trypsin^ 

, ^r^l ^XS^^«" (A-a^p^TB^bCO, Nt ****** 
1 : 500). 

Beispiel 3: Gewinnung neuraler Spharoide und daraus etabherter neuraler \forlauferzellen 
3.1. Etablierung neuraler Spharoide in N2EF Medium 
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XT , Ac tv ori1 in rtP. m in Beisoiel 1 6 Eenannten N3F1 Medium wurden die Zellen unter TVypsin-freien Bedingungoi 
Nach 4-5 Tagra m ^^T^^ (aa fa Kultur dreimal mit CMF-HBSS gespult, wobe. der taten 

m echanisch von der Kultur^hale gdos L ^ ^ ^ m ZeU-Lifter (Costar Nr. 3008) von der Platte 

SpOlung ^ ^5 u ^^?^| W ^Sj^^M^BlSlIufewD Flammen-polieiten Pasteur Pipetten zu dnerEnzel- 

zl^-tr^^^ 

gSS* -bescmch^Ukn^ 

Zellkulturschalen ausgesat 

32. In vitro Differenzierung der gewonnenen neuralen Spharoide 

r^aite^^ 

in dem in Beispiel 3.1 genannten MeAuin^h <^ Polyomithin und Fibionektin 
ten Zellkulturschalen ausgesat Fur ^^^^^^J^^^^^Zc^ und dreimal mit 
wurden die Pitta zunSchst in ^ un£BJ^«l {i^^TpSS S b^hickt und fur 2-12 Stunden 
PTtt pcsDult Dann wurden die Schalen imteinerkosung yon i He r „ „ . . , w^vk^p q^aV 

f^ ilTCS Sra fixiert und einer Immunfluoreszenzanalyse unterzogen. FBobei ver- 
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mit oUgodendmgbderM^l^e62±1.7%^^JOT ^ differenzierten Spharoid-Kultaeo S 

s^^ne^^ 

sMvenNeur^l^inn™^ 10 

differenziert, beBen sicbin °« ^ °™ N tr^i VerdOnnung 1 : 200), dolinacetyltransferase (Anb- 

satzlich ^^^(^^p^^E^fe von Eugene, Nr. NT102, VerdOnnung 

iottopnine Brain y^veui *T . fe j Q ubcr ^ Zeitraum von 10 Tagen und mehr differenziaten 

nung 1 : 200) nachweisen HeB. 

3 3 Gewinnnng glialer \farlauferzeben aus neuralen Spharoiden (sog. Touch-Down Kulturen) 

auswachsender gbaler v ° ria ^ Ie ™V e " ^ u ^_ . , HfJpn Medium weiter nroUferiert und nach Erxdchen einer etwa 
werden. 

3.4. Steuerung der glialen Differenzierung durch Zugabc von Faktoren 

d^ W^TSSgiert und in mit Polyornidrin beschichtete Zellkulturscbalen ausgesat Nach Err«chen emer etwa 
50%igen Konfluenz wurden die Zellen fur zwei Thge wie fohjt behandelt 

1 Weiterkultivieren in EGF und bRjF-haltigem Medium 

6397; verwendele Endkonzentration 3 ng/ml). 

. ■ ^r,,™^ 3 und 4 bFGF und EGF entzogen und die ZeUen fur weitere 5-7 Tage kulti- 
• ^iJT etta aSSge er^Se. ZmwurdeHle Kulturen in 4% Paraformaldehyd-Wsung 

ST pX4^ nut Antikorr^rn gegen das o^odendrogbale An- 

geS ^un^lL inSytSre Antigen GFAP unterzogen. Dabei ergabeu sich folgende Mittelwerte (± SEM): 

1 04-positive Zellen mit obgodendroghaler Morphologie: < 1% 60 
GFAP-positive Zellen 5 L« 

2 O^positive ZeUen mit oligodendroghaler Morphologie: 8.2 ^7 
GW-positiveZeUen — — — ~; ?A 1 r» 

3 04-positive ZeUen rrrit oligodendrogbaler Morphologie: 2.6 ±1.8% 

GFAP-positive ZeUen . EttS 65 

4 04-positive ZeUen mit oligodendroghaler Morphologie: 17 ± 3.6% 
GTAP-positive ZeUen 39 * 5 ' 7% 
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Diese Daten zeigen, daB die Differenzierung derausES Zellen erbaltenen glialen Vorlauferzellen mit CNTF in eine 
astrozytare undmitT3in eine ohgodendrogliale Richuing gelenkt wenten kann. 

Beispiel 4: Transplantation ougodendrogUaler/astrozytarer \foriauferzeUen 
4.1 . Herstellung einer Zellsuspension fur die TVansplantation 

Die remyelinisierende Potenz dieser Zellen wunle durch folgendes ^^^^^^^k^ 0 ^ 
ente KdSaus Beispiel 2.3, welche nocb bis zum ^rtag der Transplantation bFGFund PDGF 

Transplantation (bis zu 4-6 Stunden) auf Es gelagerL 

42. Intraventrikulare Transplantation ins embryonale Rattengehim 

Als Transplantatempfanger wurden embryonale myelindefiziente ^^^J^^^^S- 
of Medical Sciences, School of Veterinary Medicine, University of W ^^ M f^^L^r^v^jM^ 
oison, Wisconsin 53706, USA) verwendeL Die friihe Transplantation wahrend ^antey««dw^to^rt^^ 
U^des Sransplanuts mcht zu einer AbstoBungsieaktion kommt Die myehndefizienten Empf^g^hab^tei 
vonTen DonorzeUen gebildetes Myelin einfach nachweisbar isL Die Xeootransplantanon selb^t draV>r- 
KbSc I^SntoSzeta einfach und mit boher Sicberheit mit Hilfe speziesspezifischer DNA R^en 
^ZSSESSSt « Neuron 15: 1275-1285, >»*^*SSS2S5Sw 
^^^^^ 

cols in Neuroscience John Wiley, New f^J^^^T^^ undXylazin® (10 mg/kg) be taubL Das Abdo- 
16oderntate^ru«^^^ 

men wurde erofinet, und me einzelnen umnryonen ucier „. „ York. 199D wurfe die Zell- 

Wie beschrieben (vgl. Brustle et al., Current Protocols m Neuroscie^ ^^^J^^^q^,^^ 
suspeusionmeinefeineGlaskapin^ 

Stffich50%der mannUchen Nachkommen myelindefizient Diese Here begmnen in der dntten Lebenswoche stark 
zu zittem und sterben in der Regel in der vierten Lebenswoche. 

4.3. ffistologische Analyse der Transplantatempfanger 

Zum Nachweis der Myelinisierung wurden die liere in ublicber We«e jn der ^^ S N ^]^^^ 0 ^ 

DNA in suu "y°"^ CI ^ Donorzellen gebildetes Myelin wurde fiber eine inimunhistocheimsche Detek- 

M^eunprotmn (Boehringer Nt 1118099) oderProteolipid MJ. ^^^SS^^SSS 
^;ic Tinivenatv of Glaseow Bearsden, Scotland) verwendeL Die Schnitte wurden anscnliebena einer una "J™™"™^ 

S raSXdmnSS fiir Maus-Sateuiten-DNA (H6rz & Altenbmger, NucL Acids 
19^)™nterzogeo^rtflteetaL, Neuron 15: 1275-1285, 1995). Diese IDoppelmarkierung gestattete 
StL Lsplantierten Zellen zuzuordnen. In solchen Experimenter, heB sich erne anwand^g tom to 
„ ^ ji^ri!^ 7£ iien in eine Vielzahl tel-, di- und mesencephaler Hirnregionen nachweisen (14 untersudite 
^^^S^SSSS^h^JS^ in Cortex, ffi^ampus, Septum, Striatum, Bulbu^lfactonus, 
Si^ HvSmus TS Cerebellum, Corpus callosum, in der voideren Commissur sowie un Tractus opto* 
SltSS"^ sich im Ventrikelsystem der ^fSSSR ZSSZ 
d^Lsammlungen von Donorzellen nachweisen. \bn 35 operierten ^Embtyonen ze^ 11 
meTdfe SymZae einer Myelindefizienz. Vfon diesen waren 8 erfolgieich mtraventnkular ^Planb^worden In6 
Ze?8 SSSte eine von den Donorzellen ausgehende Myennisierung nachgewiesen ^•^^^ 
DZetaarkien.DE hybridisierter Zellen mil dem PLP- oder MBP-Antikorper verwendeL In ^ v^b^denj l^en 
SeSder iLmporierten ZeUen fur eine Doppelmarkierungzu ^^^T^^ZS^^ 
Int iwvmer M2 fzhou etaL J Comp NeuroL 292: 320-330, 1990) zeigte jedoch auch m diesen TUaen in dasWirtSge- 
SSk^e^hii.S>o^-Vc^t^te Myelinisierung war am ausgepragtesten Hh Faserbata« wie 
Ib callosum, der vorderen Commissur und commissural Fasem desTbctums. Daru to Inuaus wareu je- 
docn au^^hheicWstellen innerhalb der grauen Substanz myeUnisierende Doo^lkn n-hw«^soz- B.m 
tSex, Septum, Thalamus, Hypothalamus und Tectum. In 7 der 8 erfolgreich ^ransplanderten ^yeh^ento Jiem 
ST^hauch von den ES-Zdlen abstammende inkorporierte Asfrozyten nachweisen. Diese wur&n mm* to^e- 
S mit Antikorpem gegen die Maus-spezifischen Antigene M2 (Zhou et aL, J. Comp. Ne ^^ /20^m 1990) 
unTM6 (Lund et X NeurLn. Lett. 6 1 : 221 -226, 1 985) oder durch erne unmunhistochemische Doppelmartaerung von 
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mit der Maus-spezifischen DNA Probe rnarkierten Zellen nrit einem Antikorper gegen saures Gliafaserprotein (GEM", 
ICN Nr. 69-110) nachgewiesen. 

Beispiel 5: Transplantation neuraler Spharoide 

5.1 . Transplantation neuraler Spharoide im Ibotensaure-LasionsroodeU der Ratte 

Tin, dne anatomische und funktioneUe Rekonstitution neuronals Zellen durch die verfahrensgemaB herg^tellten 
neSr^TauSen ztlaberprufen, wurden gemaB Beispiel 3.1 aus der ES Zellirrie Jl gewonnene 5 Tg*£~ 
%Z%u£S?Z Striatum von erwachsenen Sprague-Dawley Ratten unplantiert, in denen zuvor durchste^tak^ 
scte Son des Neurotoxins Ibotensaure ein einseitiger Neurooenuntergang ^J™^ 0 ^™^™ 

Tbotensaure-Lasion ist Stand der Technik und das verwendete Lasionsprotokoll veroffenthcht (Brusde et aL, aus. 
Sn P^lsTSoscience, Unit 3.10, John Wiley, New York, 1997). Fdrdie T^^v^das^- 
^^nddiedadn schwimmenden Spharoide der Zellkulturschale entnommen und in ein 50 ml PlasOkrohrchen ubei- 
SNlhZ^v^^zueJrGe^ 

SISCSSSm m CMF-HBSS, welche 2 gfl Glucose (Sigma Nr. G-7021) endrielt, m emem M 
L^^rr^ nLusoendiert Die so resuspendierten Spharoide wurden bis zur Transplantation (bis zu 4 Sninden)auf 
S^Ke^gerferTwurden^ 

scben Datea verwendet 
Fur 2 Implantationsorte: 

Frontzahnhaken -2.3 mm 

AnteroposterioreAusrichtung: + 0.2 mm (relativ zum Bregma) 

MediolateraleAiisriditung: 3.0 mm (relativ zu Saghtalnahl) 

tojektionsriefe 5.5 mm (relativ zur Dura) 

Frontzahnhalter. - 2.3 mm 

AnteroposterioreAusrichtung: + 0.2 mm (relativ zum Bregma) 
Mediolaterale Ausrichtung: .3.0 mm (relativ zu Sagtoamaht) 

Injektionstiefe 4.0 mm (relativ zur Dura) 



Ortl: 



On 2: 



FUr 5 Implantationsorte: 
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Ortl: 



10 



15 



Qrt2: 



Frontzahnhafter. 
Anteroposteriore Ausrichtung: 
Mediolaterale Ausrichtung: 



Frontzahnhalter: 
Anteroposteriore Ausrichtung: 
Mediolaterale Ausriditung: 
Injektionstiefe 



-2.3 mm 

+ 0.2 mm (relativ zum Bregma) 
3.0 mm (relativ zu Sagittalnalil) 
6.5 mm (relativ zur Dura) 

• 2.3 mm 

+ 0.2 mm (relativ zum Bregma) 
3.0 mm (relativ zu Sagfttataaht) 
5.3 mm (relativ zur Dura) 



20 



Ort3: 



Frontzahnhalter. 
Anteroposteriore Ausrichtung: 
Mediolaterale Ausriditung: 
Injektionstiefe 



- 2.3 mm 

+ 0.2 mm (relativ zum Bregma) 
3.0 mm (relativ zu Sagittalnaht) 
4.0 mm (relativ zur Dura) 



30 



35 



0rt4: 



Fron tzahnhalte r: 
Anteroposteriore Ausrichtung: 
Mediolaterale Ausriditung: 
Injektionstiefe 



- 2.3 mm 

+ 1.5 mm (relativ zum Bregma) 
2.5 mm (relativ zu Sagittalnaht) 
6.0 mm (relativ zur Dura) 



45 



Ort5: 



50 



55 



Frontzahnhalter 
Anteroposteriore Ausrichtung: 
Mediolaterale Ausrichtung: 
Injektionstiefe 



-2.3 mm 

+ 1.5 mm (relativ zum Bregma) 
2.5 mm (relativ zu Sagittalnaht) 
4.5 mm (relativ zur Dura) 



Daes sicn um £™ ^SZrjyd 1 T^p vor Transplantation, eine intraperitoneale Injektion von 20 mg Cyclosporin A 

ser wahiendder Immimsuppressionsbehandlung Tetracyckn zugesetzt (Achromycin, Fa. Lederle, tnOKonzcmranoD 
100 mg/1). 

5.2. Analyse der funktionelleo Verbesserung der TVansplantatempfanger 
60 wert der Rotationen pro Minute): 



65 
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Tier 200: 34 Tage vor Transplantation: 9.7 
37 Tage nach Transplantation: 13.9 



Tier 201: 24 Tage vor Transplantation: 
37' 



Tier 204: 



13.5 

1.3 io 



Tier 205: 



43 Tage vor Transplantation: 12.7 

50 Tage nach Transplantation: 0. 5 

86 Tage vor Transplantation: 9.0 

42 Tage nach Transplantation: 1.0 



is 



i M „„ des Rotationsverbaltens wurde den Tieren intraperitoneal eine Dosis von 5 mg D-Amphetannn Sulfa 
Zur Me««ngd« J^Etogewicht injiziert Nach 5-nrinutiger Enwirkungszeit wurde die der ansgetosten 
ffZ^L ™ Sffi K^tmurn von90 Minuten gemessen und gemittelt. We M^ngdes Ampbrta™- 
Rotaboneu pro Minute : uoe rem Funktion striataler Ttansplantate ist Stand der Techmk und pubhziert 

4 unterTuAten Here eine deuthche Reduktion des Rotationsverbaltens aufwiesen. 

53. Histologiscbe Analyse der Transplantatempfanger 

^^^^^^^^^^^^^^ 

g ebret "^^ el ^X^ en Xlar lokalhierWlransplantat auf. Offenbar war durcb die vo^usgegangene 
weiten Seit^ventnkel ^™ ^ Striatums mil konsekutiver \fentrikelerweiterung entstanden und die ndUU- 

gend >?«P lan "f r If°X U 5 " SSLne \ferbesserunE dieses Empfangertieres in den Rotationstests. 
a te^n a SS^y^^2S3n die tr^tLten Zellen eine d^itliche 

Neben posiuvem ny an s 5 , ^ besooders auf Axonen expnnnert (Lund et aL, Neurosci. Lett. 

STS'SftSSSSS ^SSS ^ent of Neurobiology, UnWity of Pittsburgh School of 
^ S «SsSr^S5,I^lv^^l.USA,\^tlnnung 1 : 10). In den Empfangertieren heBen sich 
dicing 818A Scaite Ha^^isDu^ , j TVansplantal ausgingen und in das umgebende Hirngewebe einge- 

^^ffi^^^^^^^pS^ bervorgegangenen Nervenzellen das 
Empfangeigehim innervieren. 



30 



35 



40 



Patentanspriiche 



50 



55 



a) kultivieren von ES-ZeUen zu Embryoid Bodies, 

M kultivieren der Embryoid Bodies zu neutralen 'vbdauferzeUen, 

2 Sftrieren der neuralen Vbriauferzellen in einem WachstumsfaktOT^aJugen sewmfmenMeAuin, 

% £S5££ nSSalen NfcrlSuferzellen aus Schritt c) to einem weiteren Wachstumsfaktor-haltigen ser- 60 

imifiaen Medium und isolieren der gereinigten neutralen \forliiuferzellen und 

SSI neutralen Vbrmuferzellen aus SchriU d) in einem weiteren Wachstun^faktot-halUga w- 
IfiSen^Sium und isolieren der gereinigten Vbriauferzellen, mit neuronal oder gkalen Eigenschaften, 

oder , . _ 65 

a") kultivieren von ES-ZeUen zu Embryoid Bodies, 

W) kultivieren der Embryoid Bodies zu neutralen Vbriauferzellen, 

2 SSo der neun^alen VorlauferzeUen in einem Wachstumsfaktor-halugen serumfteien M«bum, 

S) £onSS dS neutralen Vorlauferzellen aus Schritt O in einem weiteren Wachstumsfaktor-halugen ser- 
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umfreien Medium zu Spharoiden nrit neuronalem und glialem Differenzierungspotential und isoheren der neu- 

S?ro£e^ toneutralen Sphare aus SchriU d*) in einem Wachsturnsfaktor-haltigen serumfreien Mexfium 
b 4zur AusbUdung eines aus glialen VbrlauferzeUen bestehenden Zellrasens und isoheren der gereinigten Vbr- 
lauferzeuen nrit glialen Eigenschaften. 

2. ZeUen nach Anspruch 1 in Form eines Zellrasens. 

V Zellen nach Anspruch 1 in Form von Spharoiden. 

4. £E nach einenVder Anspriiche 1 bis 3, umfassend Zellen nrit neuronals, astrozytaren und/oder ohgodendro- 
flSto^^ der Anspriiche 1 bis 4, wobei die embryonalen StammzeUen aus Oocyten nach einer Ken»- 
TtetenT£h eS^dJAn^uche 1 bis 4, wobei die embryonalen Stammzellen aus embryonalen Keimzellen er- 
7^&UeTr^1^m der Anspriiche 1 bis 6, wobei die Zellen SaugerzeUen and. 

8. Zeuen nach Anspruch 7, wobei die Zellen aus der Gruppe umfassend Maus. Ratte, Hamster, Schwein, Rind, Pn- 
maten oder Mensch isoliert worden sind. ...... . . , 

9. Zellen nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei die Zellen gentechmsch momfiaert worden and. 

10 Zellen nach einem der Anspriiche 1 bis 9 in nefgefrorener Form. 

11 ZeUbibliothek, umfassend autologe und nicht autologe Zellen nach einem der AiisprQche 1 bislO _ 
li Vfafahren zurHerstellung von gereimgten NforlauferzeUen nut neuronalen oder glialen Eigenschaften, umf as- 
send die folgenden Schritte: 

a) kultivieren von ES-Zellen zu Embryoid Bodies, 

M kultivieren der Embryoid Bodies zu neuralen VbrlauferzeUeri, 

c onSrieren der neuMen VbrlauferzeUen in einem Wachstumsfaktor-hamgen serun^en^Medium, 
% SS^n der neuralen VbrlauferzeUen aus Schritt c) in einem weiteren Wachstumsfaktor-halngen s«- 
umfreien Medium und isoUeren <ler gei^gten neuralen \foriauferzelkn und . 
eTSerieren derneutralen VbrlauferzeUen aus Schritt d) in einem weiteren ^tin^faktor-ta^ser- 
SnfiSen Medium und isoheren der gereimgten VbriauferzeUen nrit neuronalen oder e^^g^ten^ 
13. VbSren nach Anspruch 12, wobei das Wachsmmsfaktor-haldge serumfreie Medium m Schntt c) bFGF urn- 

Jf" Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, wobei das Wachstumsfaktor-haltige serumfreie Medium in Schritt d) 

^vSab^t^Sem der Anspriiche 12 bis 14, wobei das ^chstumsfaktor-haldge serumfreie Medium in 

f^SSC gereinigten VbrlauferzeUen mit neuronalen oder gUalen Eigenschaften, umfas- 

send die folgenden Schritte: ' 
a -) kultivieren von ES-ZeUen zu Embryonid Bodies, 
hi kultivieren der Embryonid Bodies zu neutralen VbrlauferzeUen, 

e-) proUferieren der neutralen VbrlauferzeUen in emem WaAstumsfaktor-baltigen ^™rntoen Medium^ 
J) ^liferieren der neutralen VbrlauferzeUen aus Schritt cO in einem weiteren Wacten^f^-h^ngen ser- 
umfreien Medium zu Spharoiden mit neuronalem und ghalem Dinerermerungspotennal der SphStode und 
e^Uferieren der neuralen Spharoide aus Schritt <T) in einem wachstumsfaktorhalngen serumfreien Me- 
SumWsS^ AusbUdung eines aus gUalen VbrlauferzeUen bestebenden Zellrasens und isoheren der gereimgten 
VbrlauferzeUen nrit glialen Eigenschaften. 

17 Verfahren nach Anspruch 16, femer umfassend den Schritt: , 

1 ^iL^tol^renzi^ 

eodendrogUale Richtung der VbrlauferzeUen mit astrozytaren oder ohgodendroghalen EigerahaftaL 

18. vSSth Anspruch 16 oder 17, wobei das Wachstumsfaktor-haltige serumfreie Medium in Schntt C) 

JfveSen nach einem der Anspriiche 16 bis 18, wobei das VVachstumsfaktor-baltige serumfreie Medium in 

^Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 20, wobei man die gereinigten VbrlauferzeUen in einem Injektions- 

^V^enSder VbrlauferzeUen nach einem der Anspriiche 1 bis 11 zur Tberapie von neuralen Defekten. 
a vtwendungS VbrlauferzeUen nach einem der Anspriiche 1 bis 11 zur Rekonstimdon neuronaler Zellen oder 

I ^^V^^^A^ 1 bis 11 rur^UvermittelU. Geu transfer ins Ner- 
2?TerTendung der VbrlauferzeUen nach einem der Anspriiche 1 bis 11 zur in vitro Gewinnung von Polypeptides 

Hieizu 8 Seite(n) Zeichnungen 
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